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por CESAR OTTO NIKLAS**
Summary
The cmomosome counts of flex paraguariensis Sto Hil.
confirmed the number 211=40 for all the material studied. In the
analysis of the meiosis it was proved that it has a normal beha-
viour, presenting 20 JI. In the pollen analyzed about 100% of
fertility ,was Jound. It was established that the embryo sac is
of the Polygonum type. When the fruit is ripe, the embryos are
in different stages: globular 2,6%; heart 70,24%; post. heart 23,3%;
torpedo 2,62% and mature 0,96%. These embryos continue
growing when the seed is on conditions to germinate, this is the
reason of the slow development observed in the germination.
Iritroducción
La Yerba Mate, flex paraguariensis Sto Hil. (Aquijoliflceae)
es una especie originaria de América del Sur, específicamente
de la provincia botánica Paranaense, que abarca parte de las pro-
,vincias de Misiones y Corrientes ·en la República Argentina, conti-
nua:ndo Por el ~ur de Brasil y 'p~lÍte'''d'erpáragü~Y;'más!'ljrecisamehte
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entre los 1~ Y 300 de latitud sur y los meridianos 47° Y 58° (Ca-
brera, 1976)..
Los primeros cultivos fueron realizados por los Jesuíta~ a
comienzos del siglo XVII. En 1896, Neumann en Colonia Nueva
Germania (Paraguay) logra la germinación de las semillas, efectuan-
do plantaciones, y en 1903 se realiza la primera plantación racio-
nal e importante en San Ignacio, Misiones, Argentina (Brieux
et al., 1982). Desde ese momento y hastai'el presente la superfi-
cie plantada se ha ido incrementando, hasta alcanzar 140.000
ha. en la Argentina (Prat Kricum, 1983).
'Hu (1975) estableció que once especies de llex del Hemis-'
ferio Norte, presentan embriones en estado rudimentario y por lo
tanto una lenta germinación. Ferreira y Hu (1984) determinan
la presencia de embriones rudimentarios en llex paraguariensis. Esta
. eSPJ~óe preser:tta.prQblemas en la. germinación d,e las semillas
(Iritani et al., 1981). En los ensayos de germinación r~alizados
en el INTA de Cerro Azul, se determinó un 48% de semillas
germinadas, además se destaca que la germinación no es unifor-
me (Prat Kricum et al., 1985).
Con el objeto de esclarecer las causas de los problemas se-
ñalados, se realizaron estudios cromosómicos y del desarrollo
del saco embrionario. Además se determinó el éstado de los em-
briones en frutos maduros.
Materiales y métodos-
Se usaron los clones CA-l/74; CA-6/74; CA-8/74; CA-
47/75; CA-50/75 y la progenie del clon CA-30/75 provenien-
tes del INTA de Cerro Azul. Además se emplearon .semillas ..pro-
venientes de cuatro pla;ntas de un cultivo ubicado en Aristóbu-
lo del Valle, km 224, del departamento Cainguás, Misiones,
y una ,planta silvestre que crece en un monte en la misma loca-
lidad, que fue herborizada y determinada como [lex paragua-
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riensis St. Hil. por G. Giberti y depositada en el herbario del
IBÜNE (CTES).
Para realizar los estudios mitóticos se utilizaron raicillas pro-
venientes de semillas en germina~ión o de plantines. Las raicillas
se pretrataron con una solución de 8-oxiquinoleína 0,002 M Y
fueron fijadas en alcohol absoluto-ácido láctico (5:1) (Fernán-
dez, 1973) manteniéndose luego en alcohol 70°, en refrigerador.
Para la coloración se usó la técnica de Fe,ulgen, triturando luego
el material en una gota de orceína lacto-acética.
Para el estudio de la meiosis, se utilizó material proveniente
del cultivo mencionado y del. clon CA-SO/75. Los botones flora-
les masculinos fueron fijados en aleohol absoluto-ácido láctico
(5:1) y fueron conseTvados en aleo,hol 70° en I:~friger·ador. ,Para
la coloración se utilizó el mét~do de Feulgen, triturando luego
las anteras en una gota de orceína lacto-acétiéa.
Para la estimación de la fertilidad del polen se usó· el
método de coloración con carmín'--glicerina, considerando como
fértiles los granos totalmente coloreados.
Para el estudio del desarrollo del saco embrionario, se pro ce-
. dió a fijar botones florales femeninos en aleohol 70°. Se realizó
la deshidratación en una serie de aleohol butírico terciario (ABT)
y posterior imbibición en parafina. Los cortes fueron realizados
con lOa 15 micras de espesor. La coloración se hizo por el mé-
todo de la doble tinción con safranina y fast-green.
Para la determinación del estado de desarrollo de los embrio-
nes, se procedió a desmenuzar los frutos maduros y se los sometió
a ieiterados lavados con agua para separar los pirenos del resto
del fruto. Se desecharon. todos. los que flotaban previo recuento.
Para la, extracción del embrión se practicó una incisión
en el tegumento por medio de un bisturí, con la ayuda dc un
mi.croscopio estereoscópico. Se extrajo' el embrión con una agu-
ja y se determinó su estado por la forma y el tamaño.
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Resultados
Por medio del análisis cariológico efectuado en ápices radi-
culares se determinó que todo el material estudiado posee 2n=
40 (Fig. 1). .
El estudio de la meiosis fue realizado en diacinesis, ya que en
.metafase 1, l?s bival~ntes se encuentran ~glutinados en la placa
ecüatoriat :En'<to"<ias-"1ás':; células analizadas se observaron 20 biva-
lentes (Fig. 2). En algunas células se observó que los cromosomas
de un bivalente se separaban :en forma anticipada a los demás
bivalentes. Todos los granos de, polen tratados ~on carmín-glice-
rina se colorearon, estimándose por lo tanto un alto grado de fer-'
tilidad, cerca del 100%.
/
Fig. 1-2. l-Cromosomas somáticos 2n=40; 2-Cromosomas meióticos,
diacinesis con 20 n.
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Los óvUlos comienzan a formarse cQmo mamelon'es en la
parte superior del ovario que es tetralocular (Fig. 3). En la parte
apical del óvulo y debajo del estrato subepidérmico se diferencia
la célula arqucsporial, rodeada por células que constituyen la
.nucela. En la base de la nucpla aparece el tegumento que crece
hasta cubrirla por completo. Al crecer el tegumento, se acentúa
la curvatura concluyendo en un óvulo anátropo. El tegumento
se desarrolla notáblemente lleriánao todo ellóculo.
'La meiosis de la célula arquesporial origina' una tétrade
lineal de megasporas, de las cuales sólo la del extremo calazal
es funcional y las otras degeneran. La megaspora funcional, por
tres divisiones mitóticas, origina el saco embrionario, el que a
la madurez es 8-nucleado (Fig. 5 Y 6). La capa exterior de la
nucela' está compuesta por células dispuestas ordenadamente.
En la región calazal se encuentran células visiblemente diferencia-
das' del resto, se' trata de la hipóstasis, constituida por células de
sección poligonal de pared gruesa y citoplasma denso (Fig. 6).
Las antípodas son tres células' grandes que se encuentran
alojadas en el fondo del saco embrionario. Las sinérgidas tienen
sus núcleos desplazados hacia la -micrópila y degeneran una vez
feGundada la oósfera,. ésta generalmente presenta su núcleo des-
plazado hacia la calaza. Antes de la fecundación los dos núcleos
polares se fusionan (Fig. 7).
Una vez. que los frutos fueron desmenuzados y sometidos a
reiterados lavados, las semillas que flotaban fueron recogidas
por 'separado de las que permanecían sumergidas. Las semillas
que flotaban en todos los casos se encontraban vacías. En el
momento d~. efectllar los cortes \de las scmilla.s, se separaron
aquellas que presentaban e.l en.dosper~~ve.nAegre'ddo -por infec-
ción. .. '. -', .
De 800 semillas analizadas, 270 flotaban (34%) y 528 per-
maneciero'n sumergidas (66%). De éstas, 63 estaban infectadas
(7,87%) quedando 465 semillas sanas lo que representa el 58%
en condiciones de germinar.
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F¡g. 3-:...1. -Des~rr61l'o del saco einbri~natio y formación del endosperma.
3-Corte longitudinal de un botón floral' femenino previ~ a la antesis; 4--:-
Tétrade de megasporas, las tres superiores degeneran; 5- Saco embrio,nario
en estad~'de cuatro células; 6- Saco embrionario con ocho células; 7-Saco I
embrionario con lo,s núcleos polares fusionados. (Pt: péta,los; Es: esta mino-
dios; Sp: ~lXllos; L: lóculo; Ov: óvulo; N: nocela; Se: saco embrionario;
o: oósfera; S: sinérgidas; Np: núcleos polarei; Vc: vacuo la; Hi: hipóstasis;
A: antípodas). / , .
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Se midieron cmbrion"es provenientes de 521 semillas sanas,
se observó que el 2,6% presentaba el embrión en estado globu- I
lar con menos de 0,19 mm de longitud; el 70,24% e~ estado de
corazón comprendido entre 0,20 a 0,29 mm (Fig. 8 Y 12); un
23,62% en estado de post-corazón (Fig. 9) entre 0,30 a 0,40
mm y el 2,62% en estado de torpedo, entre 0,40 a 0,80 mm
(fig. 10). Sólo el 0,96% presenta el embrión completamente desa-
rrollado (maduro) con- másd-e l'"JJ1lJ'lde--largo (Fig.ll)~ Ad.emás
se encontró que el 1,2% de los pirenos eran biseminados (Fig. 13).
Fig. 8-13. Embriones en distinto estado de desarrollo. 8-estado de cora-
zón; 9-post-corazón; 10-estado de torpedo; 11-embrión maduro; 12-
Corte longitudinal de un pireno, nótese la ubicación del embrión en estado
de corazón; 13-pireno con dos semillas. (8-11 x 50; 12-13 x 12,5).
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En la figurfL 14 se presentan las medidas de los embriones
en.un histograma de frecuencia. La media aritmética es X= 0,294
± 0,004. ~ clase con mayor frecuencia (22%) es la de 0,25 mm.
"rrD = ;~( Q O Q ,a...,.
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Fig. 14-Distribución de la frecuencia de los diferentes tamaños de embrio-
nes a la mad ure z de l fruto.
Discusión
L . . d· . 1'· d· I blos pnmeros estu lOS CIto OglCOS ten lentes a esta ecer
el número· cromo8Ómico de la Yerba Mate fuero'~ realizados por
Andrés y Saura en 1945, quienes determinaron 2n:40, 19 que
se confirma en este trabajo. El análi~is de la meiosis coincide
en cuanto al número y a la normalidad del proceso con los cita-
dos ,autores, quienes ademá5 ob5ervaron un par de cromo50Fd5 he-
teromórficos que se separaban antes que los otros, interpretado
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como un par alosómico o sexual. En el presente trabajo también
se ha observado un par que se separa precozmente pero no se
observó diferencias de tamaño como para afirmar que se trata de
un par sexual. La normalidad de la meiosis se refleja en la fertili-
dad del polen.
Si bien no se han observado todos los estados desde la célula
arquesporial, hasta el saco embripnario maduro, ,se estaria.,e.I:l con-
diciones de afirmar que se trata de un saco tipo Polygonum
(Maheshuari, 1950) como ya fue observado en otras especies de
flex por Copeland (19.6~). En ninguno de los casos estudiados
(25) se observaron sacos embrionarios abortados.
Copeland '(1963) notó la presencia excepcional de un segun-
do óvulo· abortado en un mismó lóculo en otras especies de flex,
como así también observó dos células arquesporiales po~ óvulo.
Giberti (1970) al describir el género Llex menciona "pirenos u'ni-
seminados (rarísimo 2-seminados)". En el presente trabajo se ha
encontrado 1 ,2% de pirenos biseminados.
Los datos de germinación obtenidos por Prat Kricum et al.
(1985), en el INTA de Cerro Azul, pueden ser analizados en co-
rrespondencia al tamaño de los embriones. De aquí se deduce
que el bajo porcentaje de germinación inicial corresponde al es-
caso porcentaje de embriones maduros '(0,96%) que serían los
primeros en germinar, seguidamente germinarían las semillas cu-
yos embriones se encuentran en estado de torpedo (2,65%),
luego los que están en estado de post-corazón(23,62%). Seguida-
mente observamos que la curva de germinación sufre un acentua-
do incremento que correspondería al momento en que los em-
b.riones que se encl,lentran ·en estado"a,e 'corazón (70,24% )'han
completado su desarrollo.
Los datos de Prat Kricum et al. (1985), indican que efprome-
dio general de germinación es de 48% en los clones CA-l/74 y
CA-6l/76. Esto se relaciona, con los datos' obtenidos en este
trabajo, donde se encontró un 34% de semillas vacías más 7,87%
. de semillas infectadas, es decir que habría un 58% de semillas en
condiciones de germinar.
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Reitz et al. (1983), mencionan qq.e el obstáculo que se pre-
senta en la germinación de la semilla está dado por la dureza de
su tegumento, de manera que se toma impermeable al agua. Res-
pecto a la dureza del tegumento, si bie.n es de consistencia leño-
sa, presenta una interrupción que no dificulta la entrada de agua,
esto también se demuestra en los ensayos de escarificación ~onde
no se apreciaron diferencias con 'el testigo (Prat Kricum et aL,
1985).
Se ha demostrado en flex opaca Ait., que los embriones.
no maduro,s germinan, aunque mucho de'spués que los maduros.
A los embriones rudimentari<?s se les puede acelerar el desarrollo
y la dormancía puede ser superada, mediante el cultivo in vitro
(Hu, 1976). El mismo autor demostró que la luz influye negati-
_V;lmente en el d~~eILvolvimiento de los embriones mantenidos
in vitro. Estas experiencia~ han sido repetidas por Ferreira y Hu
(1984) en flex paraguariensis, donde hallaron los mismos resul-
tados.
Hu et al. (1979) determinaron que el escaso desarrollo de
los embriones de Ilex se debe a sustancias inhibidoras presentes
en el endosperma.
Este fenómeno de inactividad del embrión ha sido juzgado
esencialmente como un fenómeno de dormancia y no como un
carácter hereditario (Hu et aL, 1979). Los mismos autores creen
que el crecimiento embrionario y la germinación son procesos
de desarrollo continuos. El período de cesación del crecimiento
ocurre en algún estado del desarrollo. En la mayoría de-las es-
pecies, la cesación del crecimiento ocurre en la madurez de los
embriones, dividiendo el desarrollo en: crecimiento y germinación.
Durante el crecimiento, el embrión evoluciona desde cigota pasan-
do por los estados de globular, corazón, torpedo.y ma-duro,~.coin­
cidiendo este último con el momento de la madurez del fruto.
En cambio en flex el proceso se detiene en el estado de corazón,
para continuar con los siguientes estadios una vez que la semilla
ha sido puesta en condiciones de germinar.
Las conclusiones de Hu respecto a que los embriortes comple-
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tan su desarrollo y germinan por cultivo in vitro, cual~uiera
sea su estado, se corroboraron relacionando los dat<.?s de germina-
ción de Prat Kricum et aL (1985) con el análisis de los di~tintos
estados de desarrollo de los embriones realizado en el Píesente
trabajo.
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